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Марикультурные хозяйства традиционно расположены в прибрежных участках, где моллюс-
ки могут подвергаться воздействию гипоксии. Культивирование в условиях дефицита кисло-
рода приводит к снижению темпов роста, вспышкам заболеваний на фермах и массовой гибе-
ли моллюсков. Методом проточной цитометрии исследовано влияние краткосрочной гипоксии
на функциональные показатели гемоцитов анадары (Anadara kagoshimensis). Контрольную груп-
пу содержали при 6,7–6,8 мг O2·л−1, опытную — при 0,4–0,5 мг O2·л−1. Экспозиция — 24 ча-
са. Содержание кислорода в воде снижали, продувая её газообразным азотом. В гемолимфе
моллюска на основании относительного размера и относительной гранулярности идентифици-
ровано две группы гемоцитов: гранулоциты (эритроциты) и агранулоциты (амёбоциты). Эрит-
роциты — преобладающий тип клеток в гемолимфе A. kagoshimensis: их доля составила более
90 % от общего числа клеток. Суточная гипоксия не привела к изменениям клеточного состава
гемолимфы анадары. Способность к продукции активных форм кислорода и уровень смертно-
сти гемоцитов моллюсков экспериментальной группы также остались на уровне контрольных
значений. Результаты проведённого исследования свидетельствуют о толерантности анадары
к условиям острого дефицита кислорода.
Ключевые слова: анадара, марикультура, проточная цитометрия, гематологические
показатели, активные формы кислорода

Гипоксические зоны широко представлены в шельфовой зоне морских акваторий (Dang et al.,
2013 ; Diaz & Rosenberg, 2008). Садки с моллюсками традиционно располагают в прибреж-
ных участках, где они могут подвергаться воздействию устойчивой или периодической гипо-
ксии, что приводит к снижению темпов роста, вспышкам заболеваний на фермах и массовой
гибели моллюсков (Andreyeva et al., 2019 ; De Zwaan et al., 1991 ; Nicholson & Morton, 1998 ;
Sussarellu et al., 2013). Последнее обуславливает актуальность поиска для культивирования ви-
дов с широким адаптивным потенциалом к дефициту кислорода. Основные объекты культивиро-
вания на Черноморском побережье — Mytilus galloprovincialis Lamarck, 1819 и Crassostrea gigas
(Thunberg, 1793) (Яхонтова и Дергалева, 2008).
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Известно, что при дефиците кислорода у мидии ухудшаются физиологические показатели, та-
кие как интенсивность фильтрации, частота дыхания и скорость роста (Wang & Widdows, 1991).
Наиболее пагубное влияние гипоксические условия оказывают на молодь мидий и устриц, в част-
ности на их рост, расселение и выживаемость (Baker and Mann, 1992). Это объясняется тем,
что в условиях гипоксии личинки данных моллюсков вынуждены снижать энергозатраты на про-
цессы приёма пищи, пищеварения и роста, тем самым уменьшая потребность в кислороде (Wang
et al., 2012 ; Wang & Widdows, 1991).

Двустворчатый моллюск Anadara kagoshimensis (Tokunaga, 1906), принадлежащий к семей-
ству Arcidae, рассматривается как перспективный вид для промышленного культивирования
на Черноморском побережье (Яхонтова и Дергалева, 2008). Это обусловлено широким ареалом
анадары, высокими темпами роста и способностью наращивать биомассу при высокой плотности
посадки (Яхонтова и Дергалева, 2008). Между тем разработка технологии воспроизводства нети-
пичного для региона объекта культивирования требует понимания его физиологических реакций
на стрессовые факторы окружающей среды, в частности гипоксию.

О физиологическом состоянии организма моллюска можно судить по функциональному со-
стоянию гемоцитов — клеток, циркулирующих в гемолимфе. Физиологическое воздействие де-
фицита кислорода оценивают по изменению соотношения типов гемоцитов, а также по пока-
зателям неспецифического иммунного ответа (генерация активных форм кислорода (далее —
АФК) и фагоцитарная активность) и пролиферации гемоцитов (Sussarellu et al., 2013, 2010). Про-
ведено множество исследований влияния краткосрочной гипоксии на традиционные объекты
культивирования — M. galloprovincialis и C. gigas (Новицкая и Солдатов, 2011 ; Sussarellu et al.,
2012, 2013, 2010 ; Wu, 2002). Известно, что в результате воздействия гипоксии у устриц про-
исходит ряд физиологических нарушений на клеточном уровне: снижается интенсивность ми-
тохондриального дыхания (Sui et al., 2016), увеличивается экспрессия генов антиоксидантных
ферментов (Sussarellu et al., 2013). Кроме того, зарегистрированы случаи повреждения клеток,
в частности циркулирующих в гемолимфе гемоцитов (Hermes-Lima, 2015). Следствием послед-
него может стать подавление иммунных функций (Donaghy et al., 2013). Общее число гемоцитов
при этом возрастает, что может быть обусловлено их пролиферативной активностью в условиях
гипоксии (Sussarellu et al., 2010). У мидий, испытывавших недостаток кислорода, количество гра-
нулоцитов возрастает, тогда как число агранулоцитов, напротив, сокращается (Andreyeva et al.,
2019). Снижение продукции АФК в гемоцитах устриц и мидий негативно влияет на их защитные
функции (Andreyeva et al., 2019 ; Boyd et al., 1999).

Анадару A. kagoshimensis считают видом, устойчивым к дефициту кислорода благодаря гемо-
глобину в пигментированных гемоцитах — эритроцитах (Soldatov et al., 2010, 2018). Она может
выживать в течение нескольких недель в условиях глубокой гипоксии (Holden et al., 1994 ; Mydlarz
et al., 2006). Толерантность к дефициту кислорода обеспечена за счёт способности к эффективно-
му анаэробному метаболизму (Новицкая и Солдатов, 2011 ; Cortesi et al., 1992 ; Isani et al., 1986 ;
Miyamoto & Iwanaga, 2012). Известно, что даже в условиях острой гипоксии анадара может под-
держивать внутриклеточный энергетический баланс на сравнительно высоком уровне (Cortesi
et al., 1992 ; Novitskaya & Soldatov, 2013). Кроме того, гипоксия не приводит к лизису эритро-
цитов этого моллюска (Andreyeva et al., 2019 ; Zwaan et al., 1995). Однако отмечено, что после
трёх суток инкубации в условиях гипоксии изменяются морфологические параметры эритроци-
тов (Wang & Widdows, 1991). Влияние гипоксии на параметры клеточного иммунитета гемоцитов
A. kagoshimensis до настоящего времени неизвестно. Основываясь на имеющихся данных, нельзя
сделать заключение об иммунном статусе гемоцитов анадары в условиях гипоксии. Вместе с тем
именно подавление иммунных функций может приводить к массовой гибели моллюсков (Wang
& Widdows, 1991 ; Widdows et al., 1989), что создаёт проблемы для марикультурных хозяйств.
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Цель настоящей работы — в ходе экспериментов in vivo исследовать влияние суточной
гипоксии на функциональные показатели гемоцитов двустворчатого моллюска A. kagoshimensis.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Двустворчатых моллюсков A. kagoshimensis (длина раковины — (15,2 ± 6,1) мм; вес —

(30,6 ± 2,8) г; n = 20) собирали в бухте Севастопольская (г. Севастополь) в июне 2019 г. Для сня-
тия состояния стресса, вызванного отловом и транспортировкой, анадару содержали в ёмкостях
с проточной морской водой из расчёта 3–5 л на особь; концентрацию кислорода поддержива-
ли на уровне 6,7–6,8 мг O2·л−1 в течение недели. Гипоксические условия создавали путём про-
дувания воды в аквариумах с моллюсками газообразным азотом до достижения концентрации
0,4–0,5 мг O2·л−1. Экспозиция анадары в условиях гипоксии продолжалась 24 ч. Контрольную
группу (n = 10) содержали при концентрации кислорода 6,7–6,8 мг O2·л−1.

Гемолимфу отбирали стерильным шприцем из экстрапалиального пространства. Оставшие-
ся клетки ресуспензировали в стерильной морской воде (концентрация гемоцитов — от 1·106

до 2·106 кл.·мл−1). Функциональные характеристики гемоцитов анализировали на проточном ци-
тометре Beckman Coulter FC 500. Для идентификации типов клеток и оценки содержания ДНК
готовую суспензию гемоцитов окрашивали ДНК-красителем SYBR Green I (финальная концен-
трация в пробе — 10 мкмоль; время инкубации — 30 минут в темноте). Содержание ДНК в гемо-
цитах моллюсков анализировали на основании гистограмм распределения флуоресценции краси-
теля в канале FL1 при помощи программы Flowing Software 5.2. По оси абсцисс на гистограмме —
содержание ДНК в клетках, по оси ординат — число клеток.

Оценку способности гемоцитов к спонтанной продукции активных форм кислорода прово-
дили методом проточной цитометрии по флуоресценции красителя 2’,7’-дихлорфлуоресцеин-
диацетата (DCF-DA): 1 мл суспензии гемоцитов инкубировали с 10 мкл раствора DCF-DA
в течение 30 минут в темноте. Финальная концентрация красителя в пробе составляла
10 мкмоль. Флуоресценцию красителя анализировали в канале FL1 проточного цитометра
(зелёная область спектра).

Уровень смертности гемоцитов определяли с использованием флуоресцентного красителя йо-
дистого пропидия (PI). К 1 мл суспензии гемоцитов добавляли 10 мкл раствора PI (Sigma Aldrich)
и инкубировали в темноте в течение 30 минут при +4 °C. Долю мёртвых гемоцитов в общем
числе гемоцитов оценивали по гистограммам флуоресценции PI в канале FL4 (красная область
спектра).

Калибровку протокола для анализа относительного размера клеток проводили при помощи
флуоресцентных микросфер диаметром 0,9; 2,0; 4,2; 5,7; 9,0 мкм. Нормальность распределе-
ния проверяли по критерию Шапиро — Уилка. Статистическую значимость различий оценива-
ли при помощи t-критерия Стьюдента при p ≤ 0,05. Результаты представлены в виде средних
значений и их ошибок (mean ± SE).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Пик флуоресценции красителя SYBR Green I у гемоцитов был неоднороден и характе-

ризовался относительно высоким коэффициентом вариации (CV) в условиях как нормоксии
[(21,6 ± 1,4) %], так и гипоксии [(21,3 ± 1,1) %] (рис. 1). В анализируемых образцах гемолимфы
присутствовало незначительное количество мёртвых клеток: их доля в контрольных и опытных
пробах не превышала 1,5 %.

Анализ характера распределения частиц по прямому и боковому рассеянию (forward
scattering и side scattering соответственно; далее — FS и SS) позволил идентифицировать две
субпопуляции клеток с разным относительным размером и уровнем гранулярности (рис. 2).
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Различия были статистически достоверными. Субпопуляция 1 характеризовалась высокими зна-
чениями относительного размера [(1282,7 ± 89,3) у. е.] и гранулярности [(199,2 ± 21,7) у. е.].
Согласно данным калибровки протокола латексными микрочастицами, средний диаметр клеток
составлял 14–15 мкм. Вероятно, вытянутость облака распределения клеток по оси SS обусловле-
на различиями в размере ядра и количеством гранул в цитоплазме. Субпопуляция 2 была неодно-
родной по значениям прямого и бокового рассеяния [(181,8 ± 18,4) у. е.] и имела сравнительно
низкие значения относительного размера [(392,8 ± 36,1) у. е.], что соответствовало среднему
диаметру клеток 7–8 мкм. Неоднородность облака распределения свидетельствует о наличии
нескольких подтипов клеток среди амёбоцитов, однако идентифицировать эти подтипы суще-
ствующими методами не представляется возможным. Основываясь на классификации гемоци-
тов (Dang et al., 2013), субпопуляцию 1 идентифицировали как эритроциты, а субпопуляцию 2 —
как амёбоциты.

Рис. 1. Содержание ДНК в гемоцитах анадары: a — нормоксия; b — гипоксия
Fig. 1. DNA content in ark clam hemocytes: a – normoxia; b – hypoxia

Рис. 2. Клеточный состав гемолимфы анадары. S1 — эритроциты; S2 — амёбоциты; a — нормоксия;
b — гипоксия
Fig. 2. Cellular composition of ark clam hemolymph. S1 – erythrocytes; S2 – amebocytes; a – normoxia;
b – hypoxia
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Клеточный состав гемолимфы A. kagoshimensis после суточной инкубации в условиях ги-
поксии не претерпел каких-либо изменений (рис. 3a). Доля гранулярных клеток — эритроци-
тов — в гемолимфе моллюсков опытной и контрольной групп фактически совпадала: (92,6 ± 0,9)
и (93,9 ± 1,9) % соответственно. Аналогично в отношении агранулярных клеток — амёбоцитов:
(7,4 ± 0,9) % — нормоксия; (6,3 ± 1,9) % — гипоксия.

Обе субпопуляции клеток характеризовались выраженной флуоресценцией красителя
DCF-DA при нормоксии: (2439,5 ± 189,0) у. е. для крупных клеток и (4104,3 ± 556,7) у. е.
для мелких; это указывает на активную продукцию ими АФК. Различия во флуоресценции кра-
сителя статистически не достоверны. Суточная гипоксия не привела к статистически значимым
изменениям флуоресценции DCF-DA у A. kagoshimensis (рис. 3b).

Рис. 3. Влияние гипоксии на клеточный состав гемолимфы анадары (a) и способность гемоцитов
к генерации активных форм кислорода (b)
Fig. 3. Hypoxia impact on cellular composition of ark clam hemolymph (a) and hemocytes capacity
to produce reactive oxygen species (b)

ОБСУЖДЕНИЕ
Известно, что инкубация в условиях дефицита кислорода может индуцировать снижение об-

щего количества гемоцитов (Mydlarz et al., 2006). Показано, что у Mytilus coruscus и Perna viridis
после инкубации в условиях гипоксии доля мёртвых клеток увеличивалась (Sui et al., 2016 ;
Wang et al., 2012), а у M. galloprovincialis их количество не изменялось (Andreyeva et al., 2019).
Мы не определяли абсолютное число гемоцитов. В нашем исследовании гипоксия не приве-
ла к увеличению гибели клеток, что, вероятно, свидетельствует о нормальном функциониро-
вании гемоцитов анадары в условиях краткосрочной гипоксии. Различия могут объясняться
продолжительностью воздействия и уровнем толерантности видов к дефициту кислорода.

При помощи метода проточной цитометрии идентифицировано две субпопуляции клеток
с разным относительным размером и уровнем гранулярности, что в целом согласуется с данны-
ми, полученными на других видах двустворчатых моллюсков (Andreyeva et al., 2019 ; Sussarellu
et al., 2013 ; Wang et al., 2012). Субпопуляция 1 идентифицирована как клетки гранулярного
типа — эритроциты, согласно классификации Dang et al. (2013). Субпопуляция 2 идентифициро-
вана как клетки агранулярного типа — амёбоциты (Dang et al., 2013). Обе субпопуляции клеток
характеризуются выраженной флуоресценцией красителя DCF-DA, что не является типичным
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для других видов двустворчатых моллюсков (M. galloprovincialis, O. edulis и C. gigas). Считает-
ся, что гранулярные гемоциты не только отвечают за газотранспортную функцию, но и более
активны, в сравнении с агранулярными, в проявлении иммунных реакций: фагоцитоза, продук-
ции защитных пептидов и АФК. Генерация окислительного взрыва играет важную роль в за-
щите от микроорганизмов, поскольку АФК в сочетании с лизосомальными ферментами при-
нимают участие в реакции фагоцитоза, способствуя уничтожению условно патогенных объек-
тов (Sussarellu et al., 2013). Отсутствие различий в способности генерировать АФК между агра-
нулярными и гранулярными клетками может свидетельствовать об отсутствии функциональ-
ной дифференциации гемоцитов анадары. Последнее согласуется с данными ранее проведённых
исследований на представителях семейства Arcidae (Dang et al., 2013).

Способность к продукции АФК непосредственно зависит от содержания кислорода в окружа-
ющей среде, поскольку основной источник свободных радикалов — это митохондрии и эндоплаз-
матическая сеть (Wang et al., 2012). Многие авторы считают, что гипоксия вызывает снижение
способности к продукции АФК у других видов двустворчатых моллюсков, подавляя окислитель-
ную защиту (Sui et al., 2016 ; Widdows et al., 1989). Механизм, лежащий в основе поддержания
продукции АФК гемоцитами в условиях дефицита кислорода, до конца не ясен. Считается, что ги-
поксия может индуцировать окислительно-восстановительные изменения на уровне переносчи-
ков электронов, что приводит к генерации окислительного взрыва на уровне митохондриального
комплекса III (Chandel et al., 2000). В этом может принимать участие гемоглобин (Jiang et al.,
2007). Показано, что после деоксигенации гемоглобин приобретает псевдопероксидазную актив-
ность, способную катализировать выработку супероксид-иона (Kawano et al., 2002). Следователь-
но, пероксидазная активность гемоглобина анадары может индуцировать продукцию АФК (Bao
et al., 2016), поддерживая способность к иммунному ответу в условиях гипоксии. В нашем слу-
чае суточная гипоксия не индуцирует изменения во флуоресценции DCF-DA у A. kagoshimensis.
Отсутствие этих изменений в настоящей работе может свидетельствовать о достаточных ком-
пенсаторных механизмах анадары для поддержания нормального функционального состояния
эндоплазматической сети и митохондрий в условиях суточной гипоксии.

Заключение. При помощи метода проточной цитометрии в гемолимфе моллюска
Anadara kagoshimensis идентифицированы две группы клеток — гранулоциты (представлены
эритроцитами) и агранулоциты (амёбоциты). Доля гранулоцитов в гемолимфе моллюсков пре-
вышает 90 % от общего числа клеток. Суточная гипоксия не приводит к изменениям клеточно-
го состава гемолимфы анадары. Способность к продукции активных форм кислорода и уровень
смертности гемоцитов у моллюсков экспериментальной группы остаются на уровне контрольных
значений (нормоксия). Результаты проведённого исследования свидетельствуют о толерантности
A. kagoshimensis к острому дефициту кислорода.

Работа выполнена в рамках государственного заданияФИЦИнБЮМпотеме «Функциональные, мета-
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личным физико-химическим режимом» (№ гос. регистрации АААА-А18-118021490093-4) и при частичной
поддержке РФФИ (проект № 20-04-00037).
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IMPACT OF 24-HOUR HYPOXIA
ON HEMOCYTE FUNCTIONS

OF ANADARA KAGOSHIMENSIS (TOKUNAGA, 1906)

E. S. Kladchenko, A. Yu. Andreyeva, T. A. Kukhareva, V. N. Rychkova, and A. A. Soldatov

A. O. Kovalevsky Institute of Biology of the Southern Seas of RAS, Sevastopol, Russian Federation
E-mail: kladchenko_ekaterina@bk.ru

Shellfish farms are usually located in coastal areas, where molluscs can be exposed to hypoxia. Cultivat-
ing at low oxygen levels causes general disruptions of growth rate, outbreaks of diseases, and mollusc
mortality. Impact of short-term hypoxia on hemocyte functions of ark clam (Anadara kagoshimensis)
was investigated by flow cytometry. A control group was incubated at 6.7–6.8 mg O₂·L⁻¹, an experi-
mental one – at 0.4–0.5 mg O₂·L⁻¹. Exposition lasted for 24 hours. Hypoxia was created by blowing
seawater in shellfish tanks with nitrogen gas. In ark clam hemolymph, 2 groups of hemocytes were
identified on the basis of arbitrary size and arbitrary granularity: granulocytes (erythrocytes) and agran-
ulocytes (amebocytes). Erythrocytes were the predominant cell type in A. kagoshimensis hemolymph,
amounting for more than 90 %. No significant changes in cellular composition of ark clam hemolymph
were observed. The production of reactive oxygen species and hemocyte mortality in the experimental
group also remained at control level. The results of this work indicate ark clam tolerance to hypoxia.
Keywords: ark clam, marine cultivating, flow cytometry, hematological parameters, reactive oxygen
species
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